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OZET : Bitkiler dogada canhliklarin: siirdiirebilmek igin ¢esitli savunma mekanizmalari gelistirmislerdir. RNA ortamli antiviral
savunma mekanizmasi olarak bilinen Viriis Kaynakli Gen Susturma (VIGS) bu mekanizmalardan biridir. Viriisle enfekte olmus
bitkilerde, virlis genomuna karsi savunma mekanizmasi ¢aligmaktadir. Ayni zamanda hedef geni tagiyan viriis vektorleri homolog
icgen mRNA’larim1 da bozabilmektedir. Bununla birlikte VIGS genin fonksiyonunu anlamada ve fonksiyonel genomik analizleri
i¢in kullanilmaktadir. Birgok bitki i¢in viriis vektorleri gelistirilmistir. Son zamanlarda tahillar i¢in Arpa Cizgili Mozaik Viriisii
(Barley Stripe Mosaic Virus = BSMV) kullanilmaya baslanmistir. BSMV genis bir konuk¢u araligina sahip pozitif polariteli bir
RNA viriisii olup, Hordeiviriis genusunun bir {iyesidir. Ug farkli genom RNA (o, B ve y)’ dan olugmaktadir. Bu galiymada BSMV
vektoriiniin ¢alisma prensibi ve bazi tahillarda BSMV — VIGS’in uygulamalari hakkinda bilgi verilmistir.

Anahtar kelimeler : VIGS, Gen susturma, BSMV, Tahillar

Virus Induced Gene Silencing in Cold Season Cereals: The Use of Bsmv Vector

ABSTRACT : Plants developed various defense mechanisms in order to maintain their lives in nature. Virus induced gene
silencing (VIGS) which is known as RNA mediated antiviral defense mechanism is one of these mechanisms. In plants with
infected unmodified viruses, the mechanism is target against the viral genome. The virus vectors carrying the target genes can be
also targeted homogeneous mRNAs. However, VIGS has been widely used for analysis of gene function and functional genomics.
These virus vectors were developed for a lot of plants. Recently, Barley Stripe Mosaic Virus (BSMV) has been started utilizing for
cereals. BSMV is a positive-sense RNA virus with a broad experimental host range and is the type member of the Hordeivirus
genus. The tripartite genome consists of RNAs o, f and y. In this study, the experimental principles of BSMV vector and the
knowledge about BSMV — VIGS studies applied in some cereals were given.
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Kisaltmalar :

RNA Riboniikleik asit

PTGS Transkripsiyon Sonrast Gen Susturma = Post Transcription Gene Silencing
RNAi Miidahaleci RNA = RNA interference

RdRp RNA’ya bagimli RNA polimeraz = RNA dependent RN A Polymerase
dsRNA  Cift dizinli RNA = Double strand RNA

siRNA  Kiigiik miidahaleci RNA = Small Interference RNA

RISC RNA kaynakli Susturma Kompleksi = RNA induced Silencing Complex
TGS Transkripsiyonel Gen Susturma = Transcriptional Gene Silencing

VIGS Viriis Kaynakli Gen Susturma = Virus induced Gene Silencing

BSMV  Arpa Cizgili Mozaik Viriisii= Barley Stripe Mosaic Virus

cDNA Tamamlayict DNA = Complementary DNA

™V Tiitlin Mozaik Viriisii = Tobacco Mosaic Virus

PVX Patates Virlis X = Potato Virus X

GIRIS

Bitkiler dogada canliliklarini siirdiirebilmek i¢in
cesitli savunma mekanizmalar1 gelistirmiglerdir.
Bitkilerin sahip olduklar1 bu savunma
mekanizmalari; fiziksel yapilar (tiiyliilik, mumlasma,
kiitikiila tabakasinin  kalinlagmasi gibi), patojen
girisini  engelleyen biyokimyasal reaksiyonlar,
patojenin girisinden sonra bitkinin salgiladig1 toksik
bilesikler, enfeksiyondan sonra salgilanan enzimler
ve bitkilerin kalitsal dayaniklhiliklar1 seklinde
siralanabilir  (Degirmenci ve  Ertung, 2010).
Giliniimiizde bu savunma mekanizmalar1 molekiiler
diizeyde aciklanabilmektedir. Viriisler tarafindan
enfekte edilmis bir bitki, virlise karsi savunma

mekanizmasmi calistirmaktadir. Bu mekanizmalar
farkli sekillerde ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan birisi
RNA’ya dayali gen sessizlestirme mekanizmasidir.
Bitkilerde Transkripsiyon Sonrasi Gen Susturma,
Neurospora crassa’da gen quelling  ve
Caenorhabditis elegans, Drosophila ve memeliler
gibi hayvanlarda ise RNAi olarak belirlenmistir
(Duan vd., 2012; Fagard vd., 2000). Transkripsiyon
sonrast gen susturma mekanizmasi sitopldzmada
bitkinin kendi RNA’larim1 ve transgen RNA’lari
hedeflemektedir. Bu mekanizma RNA viriisleri
tarafindan tetiklenmektedir. Viral genomik RNA ile
enfekteli bitki hiicresi RNA’ya bagimli RNA
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polimeraz (RdRp) enzimini iretmektedir. Bu enzim
bir RNA’y1 kalip alarak ¢ift dizinli RNA (dsRNA)’y1
sentezlemektedir. Sitopldzmadaki dsRNA RNaz III
ailesinin bir 1iyesi olan DICER enzimi ile
birlesmektedir. Bu birlesme sonrasinda 18 — 25
niikleotid uzunlugunda siRNA’lar ortaya

Viral RNA

HpRNA

cikmaktadir. Bu siRNA’lar RISC adi verilen
kompleks ile birleserek hedef viral RNA’yi
parcalamaktadir. Bu sekilde viral patojen RNA’lar1
susturulmaktadir (Degirmenci ve Ertung, 2010;
Karakurt ve Karakurt, 2008; Fagard vd., 2000) (Sekil

).
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Sekil 1.VIGS yonteminin igleyisi (Waterhouse ve Helliwell, 2003)

Bitkilerde hedef genin ifadesinin koreltilmesi
(knock down) veya susturulmasi amaciyla farkli
yontemler  kullanilmaktadir. Bunlar TGS ve
PTGS’dir (Bruch — Smith vd., 2004). Bitkilerde
hedef bir genin ifade diizeyini baskilamada kullanilan
yontemlerden birisi de VIGS’tir (Unver ve Budak,
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2009). Bu yaklasgimda dsRNA’lar kisa miidahaleci
RNA’lara (siRNA) donistiriildiigi transkripsiyon
sonrast gen susturmayla iligkili olan konukgularin
savunma mekanizmasmi tetiklemektedir (Ma vd.,
2012). Yani sitoplazmada biriken dsRNA’larm
varligt ile bu mekanizma islev kazanmaktadir (Lui,



2002). lgilenilen gen bir viriis vektoriine yerlestirilir
ve bu sekilde rekombinant viriis elde edilir. Bu viriis,
bitkideki konuk¢u savunma mekanizmayr ve hem
virlis genomunu hem de degredasyon igin vektore
yerlestirilmis  hedef diziye homolog iggen
mRNA’larimi tetikleyecektir (Brodersen ve Voinnet,
2006). VIGS ile baslatilan susturma islemi veya
enfeksiyon sistemik olarak bitkiye yayilmaktadir.
Enfeksiyonlu bitkilerdeki semptomlar kodlanmig
proteindeki fonksiyonun kaybini yansitmaktadir (Ma
vd., 2012; Lu vd., 2003).

Cesitli bitki tiirleri i¢in pek ¢ok viral vektor
VIGS yontemini uygulamak amaciyla gelistirilmistir.
VIGS i¢in ilk vektorler tiitiin ve domateste kullanilan
TMV ve PVX olmustur (Yuan vd., 2011; Constantin
vd., 2004; Holzberg vd., 2002). Ilk VIGS denemeleri
dikotil bitkilerde uygulanmasina ragmen, son
zamanlarda  yapilan  ¢alismalarda BSMV’nin
kullanilmastyla monokotil bitkilerde de uygulanmaya
baglamistir (Ma vd., 2012; Lee vd., 2012; Yuan vd.,
2011; Cakir vd., 2010; Campbell ve Huang, 2010;
Holzberg vd., 2002).

Bu yontem bugday, arpa ve c¢eltik gibi
monokotil bitkilerde 6zellikle gen fonksiyonlari, bitki
patojen etkilesimlerinin ortaya ¢ikarilmast ve
bitkilerde bakteriyel, fungal ve viral patojen
hastaliklarima direncin tespit edilmesi amaciyla
uygulanmaktadir (Bennypaul vd., 2011; Cakir vd.,
2010; Bruch — Smith vd., 2004).

VIGS yonteminin gen susturmada bazi
avantajlart vardir. (I) Ilgilenilen genin fenotipini
ortamdan kaldrma, yani deneysel asamanin
sonu¢lanmas1 3 — 4 hafta igcinde olmaktadir. (II)
VIGS ilgilenilen genin tam boy cDNA’sina ihtiyag
duyulmadan ve deneyler tam gen sekans bilgisi
olmadan baglatilabilir. (III) Susturma, VIGS -
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BSMV vektoriiyle bitkiler enfekte edilerek baslatilir,
susturma gecici olup susturmadan sonraki VIGS
fenotipi  bitkinin  bazi  kisimlarinda  ortaya
¢ikmaktadir. (IV) VIGS, bugday gibi allopoliploid
tahillarm homolog lokuslarin1 calismada faydali
olmaktadir. Ciinkii susturma homolojiye baglidir ve
en az %85 sekans homolojisini paylasan transkriptler
degredasyon icin hedeflenmektedir (Cakir vd., 2010;
Scofield ve Nelson, 2009; Scofield vd., 2005). VIGS
yontemini uygulamada en onemli sinirlama uygun
vektoriin olmamasidir (Scofield ve Nelson, 2009). Bu
derleme c¢alismasinda BSMV  vektoriinlin  ¢alisma
prensibi ve bazi tahillarda BSMV — VIGS’in
uygulamalar1 hakkinda bilgi verilmistir.

BSMV’NIN GENOMIK YAPISI

BSMYV arpa, bugday, celtik, yulaf ve misir gibi
monokotil bitkiler i¢in enfekte edici ve bu tahillar
icin uygun bir vektordiir (Robertson, 2004). BSMV
vektorii ilk olarak Gustafson ve ark. (1989, 1987,
1986) tarafindan tiim genomunun sekansi ile elde
edilmistir. BSMV  Hordeiviriis genusunun bir
iyesidir. Pozitif polariteli bir RNA viriistidiir.
RNA’s1 o, B ve y olmak {izere 3 parcali bir genoma
sahiptir. Genomik RNA’lar 5° ucunda metilasyonlu
cap yapisina, 3’ ucunda ise tRNA yapisina benzeyen
trozin ile biten bir poliadenilat sekansma sahiptir.
BSMV NDI18 susunun RNA a genomu, RdRp’nin
metiltransferaz/helikaz alt birimini, RNA B, kilif
proteinini ve viriisiin hiicreler arasindaki hareketini
saglayan TGB1, TGB2, TGB3’den olusan 3’li gen
blok (TGB) proteinini , RNA 7y ise RdRp’nin
polimeraz alt birimini ve yb proteinini kodlamaktadir
(Yuan vd., 2011; Jackson vd., 2009; Bragg vd., 2008)
(Sekil 2).
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Sekil 2. BSMV viriisiiniin genomik yapist (Lee vd., 2012)
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BSMV’NIN HAZIRLANMASI VE

BULASTIRILMASI

BSMV  vektoriinin  genomu  enfeksiyonlu
transkriptlerin in vitro iretimine izin verecek
yapidadir (Scofield ve Nelson, 2009). BSMV — VIGS
caligmalarinda kilif proteini ¢ikarilmis mutant BSMV
RNA B (B.ABa) kullanilmaktadir (Holzberg vd.,
2002). Bir bitki geninden ifade olmus dizinin bir
kismini temsil eden 120 — 500 bp’lik sens veya
antisens yonlii fragmenti, yb geninin 3’ ucu kodonu
kesim enzimleri bolgesinde RNA ¢ plasmidine
yerlestirilmektedir. cDNA klonlarindan enfeksiyonlu
BSMV RNA’lar1 T7 DNA — bagimli RNA polimeraz
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kullanilarak in vitro transkripsiyon hazirlanir.
Enfeksiyon RNA o, B ve y in vitro transkriptleri
Pogue vd., (1998) gore hazirlanan FES ortaminda esit
oranlarda (1:1:1) kanstirilarak baslatilmaktadir.
Fonksiyonu belirlenecek genin FES ortamindaki
transkriptleri bitkilerin iki yaprakli déneminde bitki
yapraklarina Scofield vd. (2005) belirttigi sekilde
bulastirilmaktadir. Bugday ve arpa fidelerinde
yapilan bir ¢alismada (Hein vd., 2005) BSMV’nin
sistemik olarak etkili oldugu ve inokiilasyondan
sonraki 3. ginde BSMV’nin etkisinin belirlendigi
bildirilmistir (Sekil 3).

Sekil 3.BSMV enfeksiyonun yapraklardaki dagilimi (Holzberg vd.,2002)

BAZI TAHILLARDAKI BSMV

UYGULAMALARI

BSMV-VIGS yontemiyle bugday ve arpada bazi
genlerin fonksiyonlar1 belirlenmistir. Arpada spesifik
monokotil P23k geni BSMV- VIGS yontemiyle
susturulmus ve susturma sonrasinda Dbitkilerde
morfolojik anormallikler tespit edilmistir (Oikawa
vd., 2007). Yine arpada seliiloz sintaz (CesA) geninin
hiicre  duvar1  biyosentezinde  gérev  aldif1
belirlenmigtir (Held vd., 2008).

Bugdayda BSMV ile yapilan gen susturma
caligmalarinda magnezyum protoporfirin kompleksi
(ChlH), fosfolipaz, , Lri, 20S proteozom gibi bir ¢ok
gen ve gen ailesi ile yapilmig calismalar mevcuttur
(Scofield vd., 2005; Tai vd., 2005; Yuanvd., 2011;
Cloutier vd., 2007).

Kuraklik stresine dayanikliligi artirmada rol
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oynayan Arabidopsis thaliana gen homologlar: ile
bugdayda yapilan bir ¢alismada Eral (absisikasite
gelismis yanit), Cyp707a (ABA 8’ — hidroksilaz) ve
Sall (inositol polifosfat 1 fosfataz) genleri
susturulmustur. Bu genlerden Cyp707a BSMV, —
enfeksiyonlu bitkilere gore smirlt su sartlart altinda
hi¢ bir gelisme gostermemistir. Buna karsin Eral ve
Sall bugdaydaki kuraklik toleransi i¢in 6nemli roller
istlendikleri bildirilmistir (Manmathan vd., 2013).
Ayrica yapilan bu ¢alismalarin bir ¢ogunda klorofili
fotooksidasyondan koruyan karotinoidlerin
biyosentezinde gorev alan fitoen dismutaz (PDS)
geni raportdr olarak kullanilmistir. Fotosentezde
gorev alan bu enzim susturuldugunda 15182 maruz
kalan  fotosentetik  dokularda  beyazlagmalar
goriilmiistiir (Campbell ve Huang, 2010) (Sekil 4).
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Sekil 4. Arpa ve bugdayda BSMV vektoriiyle PDS’nin susturulmasi. Hulless arpa ve Bobwhite bugday ¢esitleri
¢imlenmeden 7 sonra BSMV:00 ve BSMV:PDS4as ile enfeksiyona maruz birakilmistir. Fotograf
enfeksiyon uygulamasindan 12 sonra (12 dpi) almmustir. A, tiim bitkiler; B, tek yapraklar (Scofield vd.,

2005)

Bugday ve arpada viris kaynakli gen
susturmayla gen fonksiyonunun belirlenmesi yonelik
calismalarmim yani sira bu teknigin bugday ve arpa
bitkilerinde hastaliklara dayaniklilik c¢aligmalarinda
da kullanimmimn faydali olacag: bildirilmistir (Yuan
vd., 2011; Cakir vd., 2010). Nitekim, Eck vd.,
(2010), bugdayda afide dayamiklilikta WRKYS53
transkripsiyon faktdriinii ve fenilpropanoid metabolik
yolunu belirlemek tizere yapmis olduklari ¢aligmada
BSMV-VIGS yontemini kullanmiglardir.  Yaprak
pasina dayanikliligin belirlenmesi iizerine yapilan
bagka bir ¢alismada (Scofield vd., 2005) ise BSMV-
VIGS yontemiyle Lr2] geninin fonksiyonu tespit
edilmistir. Yine, bu calismada HSP90, SGTI ve
RARI genleri BSMV - VIGS yontemiyle
susturulmustur.

Su ana kadar ki yapilan caligmalarda genellikle
arpa ve bugday bitkilerinin fide donemlerinde gen

susturma uygulanmistir. BSMV RNA’lariyla yash
bugday bitkilerinin {ist yapraklarindaki inokulasyonla
bayrak yapragi ve floral organlarda da VIGS
uygulamasi  yapilabilmektedir. ~ Nitekim, son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada (Ma vd., 2012)
BSMV — VIGS olgun bugday basaginin farklh
donemlerinde de wuygulanabilecegi gosterilmistir
(Sekil 5.). Bu sekildeki uygulamalar floral
dokulardaki c¢iceklenme, tohum gelisimi, dane
kalitesi ve patojen savunmasini kontrol eden genetik
yollar1 analiz etmeyi miimkiin kilacaktir (Scofield
vd., 2005). Bugdaym kok, yaprak ve mayotik
dokularinda ifade olunan genleri susturma amactyla
BSMV virlisiinii  kullanimmin yan1 sira bitki
gelisiminin erken donemlerinde ve ozellikle tohum
¢imlenmesi siiresince yapilan BSMV - VIGS
uygulamalarinin gen ifadesi arastirmalarinda daha
faydali oldugu bildirilmistir (Bennypaul vd., 2012).
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Sekil 5. Bugday basaginin farkli dsnemlerinde PDS geninin susturulmasi (Ma vd., 2012)

VIGS’IN GELECEGI

VIGS gen fonksiyonu, fonksiyonel genomik ve
bitki — patojen iliskisini ortaya ¢ikarmada gelecek
vadeden bir ara¢ olarak goriilmektedir (Bruch —
Smith vd., 2004). Giiniimiizde tiitiin (TRV, TMV),
domates (TBSV), patates (PVX), arpa (BSMV),
brom (BMV), bezelye (PEBV) ve elma (ALSV) gibi
monokotil ve dikotil bitkiler i¢in kullanilan VIGS
vektorleri mevcuttur (Yuan vd.,2011; Grenlund vd.,
2010). Giivenilir ve etkili olarak kullanilan vektorler
sinirli sayidadir. Bu nedenle vektorlerin gelistirilmesi
icin daha genis araliklarda konukcu tespit edilmesi
gerekmektedir. Ayrica VIGS calismasinin
yapilabilmesi  i¢in  sekans  bilgisine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu da VIGS c¢aligmalarini sinirlayan
bir diger sebep olmaktadir. Ulusal ve uluslararasi
diizeyde veri tabanlarinin kurulmasi gerekmektedir.
Yine bu caligmalar i¢in akraba tiirlerin EST weri
tabanlar1 da yararli olabilecektir. Bu sekilde VIGS
icin primer dizayn etmek ve gen hedeflerin
belirlemek daha kolay olacaktir.

Diger monokotil ve dikotil bitkileri enfekte eden
vektorlerin - zamanla gelistirilmesi  i¢in  yapilan
calismalar devam etmektedir (Scofield vd., 2009).
Vektorlerin - zamanla  gelistirilmesiyle VIGS’in
geleceginin de parlak olacagi beklenmektedir.
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